











因子のひとつに p53 がある．p53 はアポトーシス制御に重要な関わりを持つ．細胞に放射線を
照射するとDNA障害が起こり，p53 が活性化されアポトーシスに関連する標的遺伝子の転写




る．近年，この遺伝子の転写を制御するmiRNAが報告されている．miRNAは，19 ～ 23 塩
基対からなる small RNAで，複数のタンパク質と複合体を形成して標的となるmRNAの 3’
非翻訳領域（3’UTR）に結合し，遺伝子発現の転写後抑制を行う．本研究では，p53 変異型で
ある T98G 神経膠芽腫細胞，p53 野生型のA172 神経膠芽腫細胞を用いて p53，Bcl-2，Bax，
Caspase-9 活性値の発現，および p53 アポトーシス経路の遺伝子を制御するmiRNA発現解析

















伝子で，p53 の蓄積を促す p53DNA-Binding Protein
である．TP53BP1 は放射線に耐性を示し，放射線
量が増えると遺伝子発現量も増大し耐性が増す．
A172 ヒト神経膠芽腫細胞（p53 野生型）と T98G
ヒト神経膠芽腫細胞（p53 変異型）に放射線を
60 Gy まで照射し遺伝子の発現量を観察すると，非
照射細胞と比べてA172 細胞では 25 倍，T98G では

























や，p53 遺伝子変異を持つ glioblastoma 細胞をアポ
トーシスに誘導することが可能になると考えた．本
研究では，p53 変異型であるT98G 細胞，p53 野生





研 究 方 法
　1．使用細胞と培養条件
　T98G ヒト神経膠芽腫細胞，A172 ヒト神経膠芽
腫細胞（Japanese Cancer Resources Bank）を使
用した．培養液は D-MEM/Ham’s F-12（WAKO 
048-29785, Osaka）に 10％非働化ウシ胎児血清と
100 units/ml ペニシリン，100 mg/ml ストレプトマイ
シンGIBCO Penicillin-Streptomycin liquid（Catalog 
Number 15070063）（Invitrogen, CA, USA）を加え
た．37℃ 5％インキュベーターにて培養を行った．
　2．放射線照射条件
　線質は 4MV・X線，線量率は 2 Gy/min, 照射野
は 25× 25 cm，照射深度は 4.0 cm（室温）の照射条
件でMEVATRON KD2/50（TOSHIBA, Tokyo）を
用い照射した．直径10 cmシャーレに2×105 cell/dish
を継代し，2 Gy/1 回/1 day で X 線照射を行った．




心後，phosphate buﬀ er salineにて洗浄した．1mM
の PMSF と Protease inhibitor cocktail（Sigma 
P8340, 0.5μl/ml）に，Cell Lysis Buﬀ er4（80-1339）
（Enzo Life Sciences, New York）を加えて氷上で
15 min incubate 後，上澄サンプルを採取した．
　p53 は，TP53 Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay kit（E90928Hu）（Uscn Life Science Inc., 
China）， Bcl-2 は，Bcl-2 Enzyme-linked Immuno-




　Caspase-9 substrate は，LEHD-7-amino-4-triﬂ uoro 
methyl coumarin（AFC）を用いた（cat.#218748）
（CALBIOCHEM, Darmstadt）．1×106 cell/dish を
遠心後，phosphate buﬀ er saline にて洗浄した．Cell 
Lysis Buﬀ er4 を加えて氷上で 10 分反応後，細胞溶
解液をサンプルとした．サンプルにReaction buﬀ er
（10 mM DTT含有）を 2 mM Caspase-9 substrate
を加え蛍光分光光度計プレートリーダーで測定した
（ex: 400 nm-em: 505 nm）．
　5．BAXの ELISA測定
　4× 105 cell/dish を phosphate buﬀ er saline で洗
浄後，Cell Lysis Buﬀ er4 で混和しサンプルとした．
　Bax（human）EIA kit（ADI-900-138）（Enzo 




　Total RNA は，RNeasy Mini Kit（QIAGEN, 
Tokyo）にて抽出した．Total RNA （10～ 40μg）か
ら RT2 qPCR-Grade miRNA Isolation Kit（MA-1）
（SABiosciences, Tokyo）を使用してmiRNA を抽
出後，逆転写して cDNAを合成した．RT2 miRNA 
PCR Array System（SABiosciences, Tokyo, Japan），
ABI PRISM 7000 Sequence Systemを用い PCR初
期活性化ステップ 95℃，10 分（1cycle），PCR 変
性は 95℃ 15 秒，アニーリング 60℃ 30 秒，エクス
テンション72℃ 30秒（40 cycles）でPCRを行った．
データ解析は⊿⊿Ct 法で行い（Original expression 
Level＝2－⊿⊿Ct），放射線照射した細胞の Ct 値／未
照射細胞Ct の比で換算した．






μg protein，30 Gy で 6.7 pg/μg protein（p＝0.7），
A172 細胞の 60 Gy で 4.47 pg/μg protein（p＝0.9）
だった．未照射と比較した 30 Gy 照射後細胞で 1.5
倍増加が観察され，未照射と比較した 60 Gy 照射後
細胞はコントロールと同程度であった．T98G の
p53 発現量はコントロールで 7.4 pg/μg protein，
30 Gy 照射後細胞で 5.5 pg/μg protein（p＝0.1），60
Gy 照射後細胞で 3.9 pg/μg protein（p＝0.06）で
あった（Fig. 1）．
　2．Bax 発現量
　Bax の ELISA 測定による発現量はA172 細胞の
コントロールで 85.3 pg/μg protein，30 Gyで 151 pg/
μg protein（p＝0.04），60 Gy で 66 pg/μg protein
（p＝0.04）だった．未照射と比較した 30 Gy 照射後
細胞で 1.7 倍増加が観察され，未照射と比較した
60Gy 照射後細胞で 0.7 倍低下した．T98G 細胞の
Bax 発現量はコントロールで 91 pg/μg protein， 
T98G細胞の30 Gyでは7.5 pg/μg protein（p＝0.2），




μg protein，30 Gy で 1.53 ng/μg protein（p＝0.6），
60 Gy で 1.75 ng/μg protein（p＝0.5）に低下した．
T98G 細胞の Bcl-2 発現量はコントロール 1.87 ng/
μg protein，30 Gyでは 2.15 ng/μg protein（p＝0.6），
60 Gy では 1.55 ng/μg protein（p＝0.05）に低下し
た（Fig. 3）．
　4．Caspase-9 活性値
　Caspase-9 活性値は A172 細胞のコントロール
975μmol/mg protein/hr に対し 30 Gy 83000μmol/
mg protein/hr（p＝0.004），60 Gy で 42000μmol/
mg protein/hr（p＝0.065），T98G 細胞のコントロー
ル 1999μmol/mg protein/hr に対し 30 Gy で 37000
μmol/mg protein/hr（p＝0.12），60 Gy で 48000μ
mol/mg protein/hr（p＝0.04）を示した（Fig. 4）．
　5．miRNA発現解析
　p53 を制御するmiR-34a の A172 細胞 30 Gy 照射
は，未照射コントロールに対し 0.17 倍，60 Gy では
18.7 倍，T98G 細胞の 30 Gy は未照射のコントロー
ルに対し 0.026 倍，60 Gy では 0.0028 倍であった．
miR-21 は，A172 細胞の 30 Gy は未照射コントロー
ルに対し 4.08 倍，T98G 細胞の 30 Gy は未照射コン
トロールに対し 1.2 × 10－8 倍，60 Gy では検出され
なかった．miR-222 は，A172 細胞では 30 Gy は未
照射コントロールに対し 1.29 倍，T98G 細胞の
Fig. 1　p53 Quantity of protein
Fig. 3　Bcl-2 Quantity of protein
Fig. 2　BAX Quantity of protein
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30 Gy は未照射コントロールに対し 5.5 × 10－6 倍，






Cytchrome C を放出する．Bcl-2 はミトコンドリア
膜に局在して膜透過性を制御し，Cytchrome C の
放出を抑制する抗アポトーシスの働きを持つ．
Cytchrome C は Apaf-1 と Caspase-9 と 結 合 し
Apoptosome 複合体を作り，Caspase-9 を活性化す
る．Active Caspase-9 は下流の Caspase-3 を活性化
してアポトーシスを誘導する（Fig. 5）．
　今回の研究結果から野生型A172 細胞では 30 Gy
放射線照射時に p53 発現量が高くなり，アポトー
シス誘導能が高くなることが明らかとなった．ま



















るDrosha により 70 ～ 100 塩基のヘアピンRNAに
なったあと細胞質に移動し，二本鎖 RNAに特異的
なリボヌクレアーゼDicer によって切断され 19-23
塩基の miRNA が形成される．miRNA は複合体
RISC（RNA-Induced Silencing Complex）に結合し，
Fig. 4　Caspase9  Quantity of protein
Table 1　miRNA expression level
miRNA 細胞名 30 Gy/未照射 60 Gy/未照射
miR-21 A172 4.08 －
T98G 1.21 × 10－8 －
mir-125b A172 0.48 0.18
T98G 2.28 × 10－7 4.98 × 10－8
miR-222 A172 1.29 －
T98G 5.51 × 10－6 －
miR-34a A172 0.17 18.7
T98G 0.026 0.0028
The analysis by the ⊿⊿ Ct method. Irradiation cells 
Ct/ non-radiation cells Ct.
Fig. 5　Apoptosis Pathway after the irradiation
















　p53 を制御するmiR-34a は，p53 のターゲット因
子である．glioblastoma ではmiR-34a が腫瘍を抑制
し，アポトーシスの制御や細胞周期の停止に関与す
ることが報告されている．miR-34a の減少が p53 の
増加につながるため，medulloblastoma の化学療法
への応用としても検討されている5）．
　miR-34a は，A172 細胞 30 Gy は未照射のコント
ロールに対し 0.17 倍，60 Gy では 18.7 倍を示した．
miRNAの発現が高ければmRNAターゲットの発
現は低い．A172 細胞では p53 のタンパク質発現量
が 30 Gy 照射時よりも 60 Gy で抑制されているの
は，miR-34a の高い発現量にも起因していると考え
られる．30 Gy 照射時のmiR-34a は発現が低量のた
め，p53mRNAと p53 のタンパク発現量は高くなり
下流遺伝子の転写が亢進してアポトーシス誘導能が








miR-34a の T98G 細胞 30 Gy は未照射細胞に対し
0.026 倍，60 Gy で 0.0028 倍と，照射量が高くなる
ごとに低値を示した．しかし，放射線量が高くなる
にしたがい，p53 の発現は低くなった．
　以上の結果からT98G 細胞において，p53 と miR-
34a 発現は関係しないことが明らかとなった．T98G
細胞は，放射線を照射することによってmiR-34a
と p53 タンパク質発現は抑えるが，Caspase-9 は線
量依存的に高くなり，増殖期細胞はアポトーシスへ
と誘導されている．T98G 細胞は，変異型であるた








Bax を制御するmiRNA は，miR-21 6），miR-222 7），
miR-34a 8）が報告されている．miR-222 は A172 細
胞における 30 Gy 照射後細胞はコントロールに対し
1.29 倍認められ，miR-21 は A172 細胞の 30 Gy 照
射後ではコントロールと比較して 4.08 倍を示した．
A172，T98G 細胞とも 60 Gy では検出されなかった．
A172 の 30 Gy 照射後細胞ではmiR-21，miR-222 と
もコントロールより高値を示したが，Bax のタンパ
ク質の発現量はコントロールと比較して 30 Gy 照射
では 1.7 倍増加が認められている．T98G 細胞の
30 Gy照射後では未照射細胞と比べてmiR-222は5.5
× 10－6倍，miR-21も 1.2× 10－8倍と微量を検出し，
コントロールよりも低値を示した．Bax のタンパク
質発現量は 30Gy 照射後では未照射細胞に対し 0.08





　Bcl-2 は，glioblastoma 細胞では Bax と同じmiR-
21 が発現を制御している6）．miR-21 発現は，A172
細胞の 30 Gy 照射後細胞は未照射細胞に対し 4.08
倍を示した．Bcl-2 タンパク質発現はmiR-21 の作用
によって 0.92 倍と発現が抑制されている．T98G 細
胞 30 Gy 照射後細胞は未照射細胞に対しmiR-21 は
1.2 × 10－8 倍と微量を検出しmiR-21 の作用によっ
てBcl-2 発現量も 1.15 倍増加を示した．これらの結
果から A172 細胞 30 Gy 照射後の Bcl-2 発現はmiR-
21 の影響を受けて発現量が抑制されることが明ら
かとなった．30 Gy 照射後には，Bcl-2 発現は抑え
られ，Bax が増加しアポトーシス誘導タンパク質
Cytchrome C が放出される．Caspase-9 活性値は




60 Gy 照射後は，抗アポトーシス因子 Bcl-2 発現は
増加し，Bax は 0.517 倍とアポトーシス誘導能が低
下するため，細胞が放射線耐性を得てアポトーシス
経路が阻害されていることが示唆された．
　また，T98G 細胞 30 Gy 照射後では，p53 の変異
によって Bax と結合できずに p53 の誘導能は放射
線照射量が高くなるに従って低く抑えられている．
しかし，抗アポトーシス Bcl-2 発現は増加を示し，
Caspase-9 活性値も 37000μmol/mg protein/hr と
高発現し，多くの細胞がアポトーシスに導かれてい
る．p53変異型60Gyではp53の発現によるアポトー









































（dominant negative）．神経膠腫では 80％に p53 の
遺伝子異常が検出されている9）．p53 は治療感受性
に関わるとともに，生存率や予後に関わる因子であ
る．Huncharek らによると TP53 変異は 5 年生存
率の負の予後因子であり，TP53 の変異の有無が生
存期間，無病生存期間に関する独立予後因子である
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ANALYSIS OF p53 AND miRNA EXPRESSIONS AFTER IRRADIATION 
IN GLIOBLASTOMA CELL LINES
Toshio TANAKA, Akiko SASAKI, Daisuke TANIOKA, 
Masayuki NODA, Hirotake FUJISHIMA, Sadayoshi NAKAYAMA 
and Yusuke KOBAYASHI
Department of Neurosurgery, Showa University School of Medicine
Yuko UDAKA, Mayumi TSUJI and Hideto OYAMADA
Department of Pharmacology, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 Glioblastoma is a malignant brain tumor which is diﬃ  cult to completely cure by surgi-
cal treatment and consequently in attempt for cure it is treated with a combination of radiotherapy and 
chemotherapy following surgery.  Unfortunately however, these procedures are not curative for this type 
of tumor due to the development of resistance to anticancer drugs and radiation during treatment.  P53 
is a radiation-resistant factor.  It plays an important role in apoptosis regulation.  When cells are irradiat-
ed DNA is injured; P53 is then activated and it regulates the transcription of the target genes related to 
apoptosis.  However, the p53 gene is defective or mutated in 50％ of glioblastoma cases, thereby impair-
ing the transcription activation capability, and thus the P53 apoptosis induction pathway does not func-
tion and apoptosis is not induced.  Accordingly, the cells are less radiosensitive and show marked resis-
tance to radiation.  Apoptosis induction is an important cancer-suppressive function and it determines the 
sensitivity to treatments, such as chemotherapy and radiotherapy.  miRNA which regulates this gene 
transcription has recently been reported.  miRNAs are small RNAs comprised of 21-23 base-pairs.  They 
bind to several proteins to form complexes, and bind to the N-terminal of the target mRNA for the post-
transcriptional inhibition of gene expression.  In this study, we analyzed the protein expression of P53, 
Bcl-2, Bax, and Caspase9 and miRNA expression-regulating genes involved in the P53 apoptosis pathway 
using a P53 mutant, T98G glioblastoma cells, and P53 wild-type A172 glioblastoma cells.  Regarding miR-
NA, the involvement of P53-regulating mi-125b, mi-34a, mi-504, mi-380-5P, mi-885-5P, mi-145, Bax-regulat-
ing mi-21, mi-222, and mi-34a, and mi-21-regulating Bcl-2 and Caspase9 was suggested.  In particular, P53 
and mi-34a expressions in P53 wild-type A172 cells and Bcl-2 and mi-21 expressions in the P53 mutant 
type were closely involved in the P53 apoptosis induction pathway, suggesting their strong inﬂ uence on 
the eﬀ ect of radiotherapy.
Key words :  p53, miRNA, glioblastoma
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